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ハナノキに褐色円斑病を引き起こす
Phyllosticta minimaの種特異的
プライマーを用いた PCR法による検出
矢野顕子*・本橋慶一** †
（平成 28 年 5 月 25 日受付/平成 28 年 9 月 13 日受理）
要約：ハナノキはカエデ属の日本固有種で，愛知県，岐阜県および長野県の限られた地域に自生している。
本樹木は，個体数が減少していることから環境省レッドリストの絶滅危惧Ⅱ類に選定され，その種の存続が
危ぶまれている。植物病原菌 Phyllosticta minima によって引き起こされる褐色円斑病は，ハナノキに深刻
な被害を与え，天然更新の阻害要因となっていることが考えられている。本研究では，ハナノキ罹病組織か
ら病原菌を特異的に検出し，病害防除の上で重要となる感染経路を特定する目的で，種特異的プライマーを
設計した。種特異的プライマー PmiF および PmiR は，P. minima の rDNA ITS 領域の塩基配列から設計
され，分離菌株由来の全 DNA を用いた PCR 法で，その特異性が確認された。愛知県名古屋市で採集され
たハナノキ組織から病原菌の検出を試みたところ，罹病葉のみならず潜在的に感染している無病徴の葉から
も病原菌の検出が確認された。さらに，東京都八王子市に植栽されたハナノキの葉，葉柄，小枝，冬芽およ
び腋芽について調査した結果，それぞれの組織から病原菌が検出された。P. minima は 6 月から 7 月頃に
罹病葉から腋芽（冬芽）へ感染，潜伏して，翌年の第一次感染源となることが明らかとなった。
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1．　緒　　　言
　ハナノキ（Acer pycnanthum K. Koch）はムクロジ科カ
エデ属の日本固有種で，本州中部の愛知県，岐阜県および
長野県の限られた地域の湿地に自生している。本樹木は，
オオミズゴケなどミズゴケ類が生育する湧き水周辺や低湿
地，高層湿原にシデコブシやハンノキなどとともに生育
し，東海丘陵を構成する重要な樹木の一種とされている1）。
ハナノキは花や紅葉の美しさから自生地では重要な観光資
源の一つとされており，また，愛知県においては県木とし
て制定されている。近年，本樹木は中部および関東地域に
おいて街路樹として利用され，材としては，瑞浪市釜戸町
にある天猷寺の山門や滋賀県彦根市にある天寧寺の聖観音
菩薩像が造られたと伝えられている2）。
　一方で，本樹木は，自生地での個体数減少から環境省
レッドデータリストの絶滅危惧種Ⅱ類に選定され，その種
の存続が危ぶまれている。さらに，本橋らは，ハナノキの
自生地および植栽地で甚大な被害を与える，植物病原菌
Phyllosticta minima（Berk. & M. A. Curtis）Underw. & 
Earle による褐色円斑病を報告している3）。本病害は，ハ
ナノキの自生地および植栽地において，5 月から 6 月頃に
かけて，葉に褐色で円形の斑点病斑を呈し，幼苗から成木
のいずれのステージにおいても観察されている3）。これま
でに愛知県，岐阜県および長野県の 4 市 2 郡に自生してい
る全てのハナノキが褐色円斑病病に罹病していると報告さ
れている4）。また，激発した場合，幼苗において枯死が確
認され，天然更新の阻害要因となることが示唆されてい
る。 加 え て， 本 病 は カ エ デ 属 メ グ ス リ ノ キ（Acer 
maximowiczianum Miq.）にも感染し，甚大な被害を引き
起こすことも報告されている5）。
　ハナノキ保護の観点から，本病害に対する病害防除を行
う上で感染経路の特定は重要な課題となっている。菌類の
植物病害に関する感染経路の研究は，病原菌の形態的特徴
による同定および病徴に基づいて行われてきた。禧久ら
は，ポンカンの黄斑症における感染時期と伝搬方法を病徴
の有無により明らかにした6）。また，酒井はダイズ紫斑病
において，各生育ステージにて病徴および再分離された病
原菌の形態的特徴から同定を行い，感染時期と経路を明ら
かにした7）。しかしながら，カエデ属には，褐色円斑病菌 P. 
minima と形態的特徴が酷似し，多犯性で内生的に寄生す
ると考えられている Phyllosticta capitalensis Henn. も報告
されている8）。本種はカエデ属に潜在的に寄生し，病害に
はほとんど関与しないと考えられているが，希に褐色円斑
病に類似する褐斑を形成することが報告されている8）。
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従って，ハナノキの褐色円斑病菌の形態的特徴や病斑か
ら，適切な診断および同定が困難であるばかりか，これま
で感染経路に関する研究は行われていない。
　近年，分子生物学的手法を用いた植物病原菌の検出や感
染経路の特定に関する研究が行われている。rDNA ITS
領域に基づく種特異的プライマーによる PCR 法により，
銀ら9） は花卉類に根腐病を引き起こす Pythium helicoides 
Drechsler を生産現場の土壌中から特異的に検出する方法
を確立したほか，古屋ら10） は我が国で 1960 年代から流行
しているカンキツにせ黄斑病を引き起こすSporobolomyces 
productus N. Furuya & M. Takash.およびSporobolomyces 
corallinus N. Furuya & M. Takash. を罹病葉から両種を
的確に検出する方法を確立した。同様の手法により，
Komatsu et al.11） はサクラ類に甚大な被害を与える，てん
ぐ巣病菌 Taphrina wiesneri（Ráthay）Mix の越冬部位が
罹病枝の冬芽および枝内部であることを特定した。また，
清水ら（2008）はイチジク株枯病菌の検出において PCR
法による検出は菌の組織分離と比較して検出感度が高いと
報告している12）。これら rDNA ITS 領域に基づく種特異
的プライマーによる PCR 法は，従来の組織分離による病
原体の検出と比較して検出感度が高く，迅速で的確，且つ，
植物組織内の特定の生物種を高感度で診断を行うことが可
能となっている。一方で，これまでの種特異的プライマー
用いた多くの研究は，植物罹病組織や土壌中から菌体を純
粋培養し，DNA を抽出していることから，菌体を分離・
純粋培養するための技術と菌を培養する一定の期間が必要
となっている。
　そこで本研究では，絶滅危惧種ハナノキの病害防除を目
的として，rDNA ITS 領域の塩基配列に基づいた種特異
的プライマーを設計し，ハナノキの植物体から迅速で的確
に P. minima を検出する方法の確立と感染経路の特定を
試みた。
2．　材料および方法
⑴　種特異的プライマーの設計および分離菌株由来全
DNAによる PCR反応
　ハナノキの褐色円斑病菌 P. minima に対する種特異的
プライマーを設計するために，DNA Data Bank of Japan13）
（DDBJ）により取得した P. minima の rDNA の Internal 
transcribe spacer（ITS） 領 域 の 塩 基 配 列 に よ り，
Primer3Plus14） を用いてプライマーセットを設計した。
　設計されたプライマーセットの特異性を確認するため
に，東京農業大学地域環境科学部電子顕微鏡室で保管され
ているハナノキおよびメグスリノキ由来の Phyllosticta 
minima（MUCC0016, MAFF240046, NBRC102250）およ
び近縁種 Phyllosticta alliacea Motohashi, Jun. Nishikawa 
& C. Nakash.（MUCC0014, MAFF240044, NBRC102248），
Phyllosticta ampelicida（Engelm.）Aa（MUCC0019, 
MAFF240049, NBRC102253），Phyllosticta ardisiicola 
Motohashi, I. Araki & C. Nakash.（MUCC0031, MAFF240060, 
NBRC102261），Phyllosticta aspidistricola Motohashi, I. Araki 
& C. Nakash.（MUCC0010, MAFF240040, NBRC102244），
Phyllosticta camelliae Westend.（MAFF238872），カエデ
属 由 来 の P. capitalensis（MUCC0029, MAFF240058, 
NBRC102259），Phyllosticta cruenta（Fr.）J. Kickx  f.
（MUCC0206），Phyllosticta cryptomeriae  Kawam.
（MUCC0028, MAFF240057, NBRC102258），Phyllosticta 
gardeniicola  Sawada（MUCC0117, NBRC102269），
Phbyllosticta hamamelidis Peck（MUCC0149, MAFF411017），
hyllosticta. kobus Henn.（MAFF237283），Phyllosticta 
pachysandricola  S.  Wikee,  K.  Motohashi  &  Crous
（MUCC0124, NBRC102276），コウヤマキ由来のPhyllosticta 
sp. の分離菌株由来の全 DNA, 合計 14 種 15 試料を用いて
PCR を行った。PCR 反応液は，菌体 DNA 1 µl, PCR Buffer 
6.25 µl, Tks GflexTM DNA ポリメラーゼ 0.25 µl（タカラバ
イオ（株）），各プライマー 1.25 µM および滅菌蒸留水 4.25 µl
を加え，全量 12.5 µl に調整した。PCR は TaKaRa PCR 
Thermal Cycler DiceⓇ Gradient（タカラバイオ（株））に
て 95℃ 10 分 の 後，94℃ 10 秒，66.5℃ 30 秒，72℃ 30 秒
の増幅サイクルを 35 サイクル繰り返し，最後に 72℃ 10
分の伸長反応を行った。その後，得られた PCR 産物 3 µl
とローディングバッファー 1 µl を加え，TAE 緩衝液中の
1.2% アガロースゲルにて 100 V 30 分で電気泳動を行い，
LED トランスイルミネーターゲルみえーる（和光純薬
（株））を用いて UV 照射にて増幅したバンドを確認した。
⑵　罹病葉由来の全 DNAによる PCR反応
　ハナノキ罹病葉の全 DNA から P. minima を特異的に
検出する方法を検討した。試料は，平成 26 年 6 月，愛知県
名古屋市および平成 27 年 6 月，東京都八王子市において，
複数個所からハナノキ褐色円斑病の感染が疑われるものの
病斑を形成していない葉 37 試料と病斑を形成した罹病葉
47 試料を採集した。採集した試料は，植物体内の菌体を
増幅する目的で，湿室処理を行った。湿室処理として，採
集した各試料はそれぞれ水分を十分に含ませた高分子吸収
ポリマーを 4 個静置したプラスチックケース（25×34×5 
cm）に入れ，1 および 2 日間静置し，室温下で静置した。
その後，試料は病斑を除く任意の部位を 1 箇所 5 mm 角に
切取り，バイオマッシャーⅡおよび電動攪拌機パワーマッ
シャーⅡ（ニッピ（株））を用いて摩砕した。摩砕後，簡易
DNA 抽出用キット（植物用）（カネカ（株））を用いて，
プロトコルに従い試料の全 DNA 抽出を行った。抽出した
罹病葉由来の全 DNA から，種特異的プライマーによる
PCR 法を用いて増幅を行った。PCR 反応液の調整および
PCR サイクル条件は，分離菌株由来の全 DNA を用いた
PCR 反応と同条件で行い，また，増幅したバンドの確認
も同様に行った。
⑶　ハナノキ褐色円斑病菌の感染経路の特定
　ハナノキ褐色円斑病菌 P. minima の感染経路を明らか
にする目的で，種特異的プライマーを用いて罹病木の各器
官から病原菌の検出を試みた。東京都八王子市に植栽され
たハナノキのうち，褐色円斑病に感染が確認されている樹
体 hana1, hana7, hana9 および hana11 の 4 本を供試木と
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した。各供試木から葉，葉柄，当年枝および冬芽を採集し
た。平成 27 年 5 月から 7 月の間は腋芽を冬芽として採集
した。採集は平成 27 年 8 月を除く 5 月から 11 月までは月
2 回，平成 27 年 12 月から平成 28 年 3 月までは月 1 回の
頻度で行った（表 1）。試料はそれぞれ，滅菌水で 10 秒間
洗浄し，2 日間の湿室処理の後，罹病葉から DNA 抽出を
行う実験と同条件で行った。PCR 反応液の調整および
PCR サイクル条件は，分離菌株由来の全 DNA を用いた
PCR 反応と同条件で行い，また，増幅したバンドの確認
も同様に行った。
3．　結　　　果
⑴　種特異的プライマーの設計
　ハナノキ褐色円斑病菌に対する種特異的プライマーは，
rDNA ITS 領域の塩基配列に基づいて設計し，上流プラ
イマーとして PmiF（5’-CCTGATCCGAGGTCAACCTT-
GAAGTG-3’）および下流プライマーとして PmiR（5’-AG-
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCA-3’）が作製された。本プ
ライマーによる PCR 反応は，P. minima における rDNA 
ITS 領域のうち，5’ 末端から 389 番目～593 番目の 205 bp
の増幅が見込まれた。種特異的プライマー PmiF および
PmiR による PCR 反応を確認するために，ハナノキおよ
びメグスリノキ由来の P. minima および近縁種 13 種の分
離菌株から抽出された DNA を用いて PCR 反応を行った。
その結果，カエデ属ハナノキおよびメグスリノキから分離
された P. minima のみ，205 bp の位置に増幅が確認され
た（図 1）。また，カエデ属から分離された P. capitalensis
は，ハナノキに内生的に寄生することが報告されている
が，本プライマーによる PCR 反応では増幅しないことが
確認された。以上の結果から，分離菌株由来の全 DNA に
よる PCR 反応において，本プライマーは P. minima に対
して特異的に増幅することが明らかとなった。
⑵　罹病葉からの種特異的プライマーを用いた検出方法
の確立
　罹病葉由来の全 DNA より，種特異的プライマーを用い
表 1　東京都八王子市に植栽されたハナノキの各器官から検出された P. minima と試料数．（検出数/試料数，－；未調査）
図 1　分離菌株由来の DNA を用いた P. minima の検出．M 100 bp ラダーマーカ （ーアプロサイエンス（株））．1 P. minima（ハナノキ）．
2 P. hamamelidis．3 P. gardeniicola．4 P. aspidistricola．5 Phyllosticta sp.（コウヤマキ）． 6 P. cryptomeriae．7 P. ampelicide．
8 P. ardisiicola．9 P. alliacea．10 P. camelliae．11 P. capitalensis．12 P. pachysandricola．13 P. cruenta．14 P. kobus．
15 P. minima（メグスリノキ）
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て褐色円斑病菌 P. minima を特異的に検出する方法を検
討した。褐色円斑病の感染が疑われるものの病斑を形成し
ていない無病徴の葉からは，1 日間の湿室処理区で 19 試
料中 5 試料，2 日間の処理区で 18 試料中 15 試料に P. 
minima が検出された。病斑を形成している罹病葉からは，
1 日間の湿室処理区で 24 試料中 6 試料，2 日間の処理区で
23 試料中 20 試料に P. minima が検出された。以上のこ
とから，病斑を形成していなくとも，2 日間の湿室処理で
植物体由来の DNA から特異的に P. minima を検出でき
る可能性が高いことが明らかとなった（図 2）。
⑶　ハナノキ褐色円斑病菌の感染経路の特定
　各供試木のハナノキは，5 月初旬には葉柄および当年枝
の伸長とともに新葉が展開し，5 月中旬以降から葉に初期
病斑として 1 mm 程度の黒斑が複数観察された。その後，
黒斑は中央部が褐色で健全部との境界は黒色となる径 5 
mm の病斑に拡大した。病斑内部には分生子殻として小黒
点が認められた。6 月に分生子殻内部に分生子の形成が確
認されたが，少なくとも 9 月より分生子の形成が減少し，
落葉する 10 月には分生子の形成はほとんど認められな
かった（図 3）。腋芽は 5 月から 7 月まで葉柄の付け根に
形成され，7 月下旬に腋芽から冬芽の形成が確認された。
なお，分生子殻の形成は葉以外では認められなかった。
　種特異的プライマーを用いた検出において，葉および葉
柄からは，8 月を除く 5 月初旬から落葉する 10 月まで P. 
minima が検出された。当年枝は，hana1, 9 および 11 の
調査木において P. minima の検出は低い傾向にあり，7
月以降はほとんど検出されなかった。冬芽を形成する腋芽
は 6 月および 7 月から P. minima が検出され，冬芽とし
て採集した試料からは 9 月から翌年 3 月まで高い頻度で P. 
minima が検出された（表 1）。
4．　考　　　察
　本研究で作製されたプライマーセット PmiF および
PmiR は，カエデ属由来の P. capitalensis を含む近縁種 14
種の分離菌株由来の全 DNA から PCR を行った結果，P. 
minima に特異性があることが確認された。これまで，ハ
ナノキ褐色円斑病菌の診断において，従来の形態的特徴に
よる識別が困難であった P. capitalesnsis は，本プライマー
セットによる PCR 法により容易に識別可能で，的確な診断
が可能となった。本属菌は少なくとも 190 種を越える種が
存在するものの，そのほとんどが宿主特異性を持つこと13），
また，rDNA ITS 領域の塩基配列は種レベルで特有の配
列をそれぞれ持っている可能性が高いことから13, 15），P. 
minima の rDNA ITS 領域の塩基配列を基に作製されたプ
ライマーセット PmiF および PmiR は，極めて高い特異性
があると考えられた。
　これまで植物病原菌の検出や感染経路の特定を目的とし
た，多くの種特異的プライマーを用いた PCR 法による実
験では，植物体や土壌中から糸状菌を純粋に分離・培養し，
その後，全 DNA を抽出する必要があった9-11）。この従来
の方法では，植物体や土壌中から菌体を純粋分離，培養す
るための技術や経験，また，菌を培養するための一定の期
間が必要で，より簡便で早期の診断が課題となっていた。
本研究では，迅速で的確，且つ，簡便な診断方法を確立す
るために，研究例の少ない罹病組織または病斑を形成して
いない見かけ健全な罹病葉から抽出した全 DNA を用い
て，種特異的プライマーによる P. minima の検出を試み
た。これまで，採集直後の試料から抽出された植物体由来
の全 DNA を用いた場合，本プライマーを用いても P. 
minima は検出されないことから，植物体内の菌体量が少
ないことが原因であると推測した。そこで，試料中の菌体
を増幅させることを目的とし，湿室処理を行うこととした。
その結果，少なくとも 2 日間湿室処理を行うことにより，
罹病葉および潜在感染に感染している無病徴葉からも，P. 
minima が検出できる可能性が高いと判断された。しかし
ながら，病斑を形成している罹病葉であっても，すべての
試料から P. minima は検出されず，無病徴の葉においても
同様の傾向にあった。ハナノキの褐色円斑病菌 P. minima
は，病斑形成の有無にかかわらず，葉の組織全体に存在し
ないことが示唆された。従って，見かけ健全で無病徴の葉
で未検出であったとしても感染している場合もあると考え
られた。このことから確実な診断を行う場合は，全 DNA
を抽出する際に，採取する部位は複数箇所または複数の試
料から行うとともに，今後の研究として，どの部位に菌体
が潜伏している傾向にあるのかを調査する必要があると考
えられた。
　ハナノキ褐色円斑病菌の感染経路の特定を目的とした実
験では，年間を通して葉，葉柄，当年枝および冬芽（腋芽）
のいずれかの部位に P. minima が常に寄生していること
が明らかになった。葉および葉柄は新葉が展開する 5 月初
旬から落葉する 10 月下旬までの間に感染が確認された。
また，新しく伸長した当年枝からも 5 月初旬の試料から検
図 2　罹病葉由来の全 DNA を用いた P. minima の検出．M 50 
bp ラダーマーカー（アプロサイエンス（株））．1-2 無病徴
の罹病葉．3-4 病斑を形成した罹病葉．1 湿室処理 1 日．2
湿室処理 2 日．3 湿室処理 1 日．4 湿室処理 2 日．
図 3　ハナノキ褐色円斑病菌 P. minima の分生子殻断面図．
A 6 月の分生子殻および分生子の様子．B 10 月の分
生子殻の様子．矢印 分生子．
104 矢野・本橋
出されたものの，年間を通じて P. minima が検出される
頻度は低い傾向にあり，感染源としては大きな要因にはな
らいと考えられた。5 月初旬に採集された各供試木の全て
の新葉からは病斑の形成が認められなかったものの，多く
の試料から P. minima が検出された。本橋ら3） は，ハナ
ノキ褐色円斑病の葉に対する病原性の確認試験から，P. 
minima の接種 1 ヶ月後に病徴を再現したことから，菌の
潜伏期間は約 1 ヶ月であると報告した。また，東京都八王
子市のハナノキにおいて，平成 26 年 5 月中旬に病斑の形
成が認められ，且つ，5 月初旬には P. minima が検出され
ていることから，少なくとも 4 月中旬以前には，葉を形成
する冬芽に P. minima が感染していると推察した。また，
ハナノキは単軸分枝拡大型の枝の伸長方法であるため，冬
芽内部の胚葉から最初の一葉が形成され，二葉目以降は葉
原基から形成される16）。5 月初旬に採集した一葉目および
二葉目以降の葉からも P. minima が検出されていること
から，冬芽内部の胚葉および葉原基のどちらにも感染して
いることが示唆され，感染経路の 1 つであると考えられた。
　Bilgrami17） は，多くの Phyllosticta 属菌の無性世代にお
いて，雨媒により分生子を分散し，第一次感染することを
明らかにしている。また，アメリカのグレートプレーンズ
で発生している P. minima によるサトウカエデやアメリ
カハナノキの病害において，降雨または高湿度条件下で病
原菌の分生子が分散していると推測されている18）。東京都
八王子市の調査木 hana1, 7, 9 および 11 の調査において，
5 月下旬より 9 月までに葉上のみで分生子の形成が認めら
れていることから，6-7 月の梅雨および 9 月の秋雨による
雨媒によって分生子の分散が行われていると推測した。種
特異的プライマーによる検出の結果，5 月以降には葉から，
6 月以降に腋芽または冬芽から P. minima が検出されて
いることから，葉から腋芽（冬芽）に感染したと推測され
た。従って，ハナノキの褐色円斑病菌 P. minima は，梅
雨または秋雨による雨媒によって分生子殻内の分生子を分
散し，腋芽または冬芽に感染していると推測された。
　以上の結果から，褐色円斑病を引き起こす P. minima
は 5 月中旬に病斑を形成させ，分生子殻内部の分生子を
6-7 月の梅雨および 9 月の秋雨による雨媒によって分散し，
腋芽または腋芽から冬芽の胚葉および葉原基に感染・潜伏
し，翌年の新葉形成時の第一次感染源となることが示され
た。本研究は，ハナノキ褐色円斑病の感染経路が示された
ことで，病害防除に向けた研究に大きく寄与し，また，植
物病理学上，重要となる迅速で的確な診断方法に貢献する
ことが期待される。
　ハナノキ生産と遺伝資源保護の現場では生産効率の観点
から実生苗木の育成が検討されている。大きな生産・生育
阻害要因である褐色円斑病菌が種子伝染性を持つ場合，一
見健全な苗木により発生地を拡大させ，さらなる被害をも
たらすことが危惧される。さらなる今後の課題として，P. 
minima が種子伝染性を持つのかを検討する研究も必要で
ある。
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105ハナノキに褐色円斑病を引き起こす Phyllosticta minima の種特異的プライマーを用いた PCR 法による検出
Species-specific PCR Primers for the Detection of 
Phyllosticta minima, the Causal Agents of 
Leaf Spot Diseases on Acer pycnanthum
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Summary：Acer pycnanthum is a maple tree  indigenous to Japan, which grows  in  limited areas of  the 
Aichi, Gifu, and Nagano Prefectures.  A. pycnanthum is currently an endangered species, with a declining 
population.  This tree is considered to be a vulnerable species according to the Red List of the Ministry 
of the Environment.  Leaf spot disease caused by Phyllosticta minima, a phytopathogenic fungus, inflict 
severe damage on A. pycnanthum.  These fungi secrete inhibitory factors, which have been suggested to 
repress natural regeneration.  In the present study, we designed species-specific primers with the aim of 
specifically detecting pathogens in tissue samples of A. pycnanthum, thereby identifying infection routes 
crucial for disease control.  The species-specific primers PmiF and PmiR, which were designed based on 
the  sequence of  the P. minima  rDNA Internal Transcribed Spacer  region, were verified  for  their 
specificity in PCR tests using the total DNA of isolated strains.  In A. pycnanthum tissue samples from 
Hachioji, Tokyo and Nagoya, Aichi Prefecture, pathogenic fungi were isolated not only from affected but 
also asymptomatic leaves.  Furthermore, in trees planted at Hachioji, Tokyo, pathogens were observed in 
tissue samples of  leaves, petioles,  twigs, winter buds, and axillary buds.   These results suggest that P. 
minima  infects axillary  (winter) buds  from June to July via previously  infected  leaves,  thus becoming 
latent and finally triggering primary infections in the following year.
Key words：Acer, diagnosis, endangered species, Phyllosticta minima
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